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Sažetak
Uvod: La bo ra to rij sko raz li ko va nje glo me ru lar ne i neg lo me ru lar ne he ma-
tu ri je go di na ma se ug lav nom te me lji na is pi ti va nju mor fo lo gi je erit ro ci ta u 
mok ra ći. Za raz li ku od erit ro ci ta iz do njih mok rać nih pu te va ko ji su in tak tni, 
pra vil nih ob li ka, glo me ru lar ni erit ro ci ti su ma nji i ima ju nep ra vil ne i slo že ne 
ob li ke. U ovom ra du je is pi ta na mo guć no st raz li ko va nja pod ri jet la he ma tu ri je 
pro toč nom ci to met ri jom, mje re njem pa ra me ta ra ovis nih o mor fo loš kim zna-
čaj ka ma erit ro ci ta u mok ra ći na kon obilježavanja erit ro ci ta 3 uo res cen tnim 
mo nok lon skim an ti ti je li ma na gli ko fo rin A.
Ma te ri ja li i me to de: Svje ži uzor ci mok ra će od ukup no 31 bo les ni ka s do ka-
za nim glo me ru lar nim i 31 bo les ni ka s do ka za nim uro loš kim bo les ti ma ana li zi-
ra ni su na pro toč nom ci to met ru FAC Scan (Bec ton Dic kin son, San Jo se, SAD). 
Erit ro ci ti su iz dvo je ni od os ta lih sta ni ca i nes ta nič nih ele me na ta u mok ra ći 
bo je njem 3 uo res cen tnim mo nok lon skim an ti ti je li ma na gli ko fo rin A, a za tim 
su mje re ni in ten zi te ti ra sa pa svjet los ti u smje ru ulaz ne zrake (en gl. fo rwa rd 
scat ter, FSC) i oko mi to na smjer ulaz ne zra ke (en gl. si de scat ter, SSC), te je iz ra-
ču nat om jer SSC/FSC. FSC je bio mje ra ve li či ne, a SSC mje ra ob li ka erit ro ci ta.
Re zul ta ti: Na đe na je sta tis tič ki zna čaj na raz li ka u iz mje re nim vri jed no stima 
FSC (P < 0,001), SSC (P = 0,016), kao i u om je ru SSC/FSC (P < 0,001) iz me đu 
dvi ju sku pi na bo les ni ka. Pre ma ROC ana li zi (en gl. Recei ver Ope ra ti ng Cha rac te-
ris tic) do bi ve ni su sli je de ći re zul ta ti: za FSC (gra nič na vri jed no st za glo me ru lar-
nu he ma tu ri ju FSC ≤ 49) di jag nos tič ka os jet lji vo st 90,3% i spe ci L č no st 83,9%; 
za SSC (gra nič na vri jed no st za glo me ru lar nu he ma tu ri ju SSC > 73) di jag nos tič-
ka os jet lji vo st 83,9% i spe ci L č no st 61,3%; za om jer SSC/FSC (gra nič na vri jed-
no st za glo me ru lar nu he ma tu ri ju SSC/FSC > 2,42) di jag nos tič ka os jet lji vo st 
83,9% i spe ci L č no st 90,3%.
Zak lju čak: Opi sa na me to da ana li ze erit ro ci ta pro toč nom ci to met ri jom je jed-
nos tav na, au to ma ti zi ra na teh ni ka za raz li ko va nja pod ri jet la he ma tu ri je. U od-
no su na me to du is pi ti va nja mor fo lo gi je erit ro ci ta da je ob jek tiv ni je i pouz da ni-
je po dat ke, te omo gu ću je us mje ra va nje bo les ni ka pre ma uro loš koj, od nos no 
nef ro loš koj prob le ma ti ci.
Ključ ne ri je či: glo me ru lar na he ma tu ri ja, neg lo me ru lar na he ma tu ri ja, pro-
toč na ci to met ri ja
Ab stra ct
Bac kgrou nd: Glo me ru lar and uri na ry tra ct ori gi ns of he ma tu ria are diS e-
ren tia ted on the ba sis of uri na ry red ce ll mor pho lo gy. Glo me ru lar erythro-
cytes are dis tor ted and are smal ler than erythro cytes from the lower uri-
na ry tra ct. In this stu dy, we in ves ti ga ted the pos si bi li ty of 3 ow cyto met ric 
diS e ren tia tion of the ori gin of he ma tu ria usi ng phycoe rythri n-co nju ga ted 
an ti bo dy again st glycop ho rin A, by mea su ri ng para me te rs de pen de nt on 
mor pho lo gic cha rac te ris ti cs of uri na ry erythro cytes.
Ma te ria ls and met ho ds: Fre sh uri ne sam ples from 31 pa tien ts wi th glo-
me ru lar di sea se and 31 pa tien ts wi th uro lo gi cal di sea se we re ana lyzed on 
the 3 ow cyto me ter FAC Scan (Bec ton Dic kin son, San Jo se, USA). Erythro-
cytes we re dis tin guis hed from ot her par tic les wi th si mi lar size in uri ne 
by stai ni ng wi th phycoe rythri n-co nju ga ted an ti bo dy again st glycop ho rin 
A. The in ten si ty of fo rwa rd scat te red lig ht (FSC) and si de scat te red lig ht 
(SSC) of the erythro cytes we re mea su red as in di ca to rs of red ce ll si ze and 
sha pe, res pec ti ve ly. Al so, the SSC/FSC ra tio was cal cu la ted.
Re sul ts: A sta tis ti cal ly sig ni L  ca nt diS e ren ce in FSC (P < 0.001), SSC (P = 
0.016) and SSC/FSC ra tio (P < 0.001) va lues be tween two grou ps of pa-
tien ts we re fou nd. Ac cor di ng to ROC ana lysis (Re cei ver Ope ra ti ng Cha rac-
te ris tic) the fol lowi ng re sul ts we re ob tai ned in dis tin guis hi ng the ori gin 
of he ma tu ria: for FSC (cu t-o S  va lue for glo me ru lar he ma tu ria: FSC ≤ 49), 
diag nos tic sen si ti vi ty 90.3% and spe ci L  ci ty 83.9%; for SSC (cu t-o S  va lue 
for glo me ru lar he ma tu ria: SSC > 73), diag nos tic sen si ti vi ty 83.9% and spe-
ci L  ci ty 61.3%; for SSC/FSC ra tio (cu t-o S  va lue for glo me ru lar he ma tu ria: 
SSC/FSC > 2.42), diag nos tic sen si ti vi ty 83.9% and spe ci L  ci ty 90.3%.
Con clu sion: The des cri bed 3 ow cyto met ry ana lysis is a sim ple, au to ma-
ted met hod that can be used to es tab li sh dis tin ction be tween glo me ru lar 
and no n-glo me ru lar blee di ng. Com pa red to the met hod of uri na ry red ce ll 
mor pho lo gy exa mi na tion, it yiel ds mo re ob jec ti ve and re liab le in for ma tio-
ns and al lows di rec ti ng of pa tien ts to uro lo gic or nep hro lo gic treat me nt.
Key wor ds: glo me ru lar he ma tu ria, no n-glo me ru lar he ma tu ria, 3 ow cyto-
met ry.
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Uvod
Asim pto mat ska mik ro he ma tu rija je če st na laz u op ćoj po-
pu la ci ji. Učes ta lo st je, pre ma raz li či tim is pi ti va nji ma, od 
0,19% do 16,1%, ovis no o do bi i spo lu pro mat ra ne po pu la-
ci je, du lji ni pra će nja i bro ju is pi ti va nja po bo les ni ku. Kod 
sta ri jih muš ka ra ca, ko ji ima ju ve ći ri zik za te že uro loš ke bo-
les ti, učes ta lo st asim pto mat ske mik ro he ma tu ri je je 21% 
(1). Mik ro he ma tu ri ja mo že bi ti pos lje di ca be nig nih sta nja 
be zo pas nih za ži vot bo les ni ka, ali i sim ptom oz bilj nih bo-
les ti (2,3). S ob zi rom na to da se u 10-15% bo les ni ka s he-
ma tu ri jom na đe tu mor bub re ga, mok rać nog mje hu ra ili 
pros ta te, he ma tu ri ja se mo ra smat ra ti zna kom oz bilj ne bo-
les ti, dok se ne ut vr di sup rot no. Mik ro he ma tu ri ja mo že bi-
ti glo me ru lar na ili neg lo me ru lar na. Erit ro ci ti pod ri jet lom 
iz glo me ru la ima ju mor fo loš ki raz li či te ob li ke ko je na zi va-
mo dis mor W č nim erit ro ci ti ma. Ma nji su od erit ro ci ta pod-
ri jet lom iz do njih mok rać nih pu to va, ko ji su mor fo loš ki 
slič ni erit ro ci ti ma iz pe ri fer ne kr vi (izo mor W č ni erit ro ci ti). 
Jed nom ot kri ve na he ma tu ri ja se mo ra pot vr di ti je dan put 
ili dva put u krat kom raz dob lju, te je pot reb no od re di ti nje-
no pod ri jet lo (4-7).
Mor fo lo gi ja erit ro ci ta u mok ra ći već de set lje ći ma is pi tu je 
se pod svjet los nim i faz no-kon tras tnim mik ros ko pom. Au-
to ma ti zi ra ne me to de (pro toč ni ci to met ri za ana li zu mok-
ra će, mje re nje MCV na he ma to loš kim ana li za to ri ma) da ju 
ob jek tiv ni ji re zul tat, ali se kao ne dos ta tak po jav lju je in ter-
fe ren ci ja tzv. uri nar nog deb ria, tj. sta nič nih i nes ta nič nih 
ele me na ta u mok ra ći ko ji su po svo joj ve li či ni slič ni erit-
ro ci ti ma. Mi smo u ovom ra du iz bjeg li ovu in ter fe ren ci ju 
pred hod nim obi lje ža va njem erit ro ci ta \ uo res cen tnim 
mo nok lon skim an ti ti je lom na gli ko fo rin A (Gly A), mo le-
ku lu zna ko vi tu za erit roid nu lo zu, smješ te nu na vanj skoj 
pov r ši ni sta nič ne mem bra ne. Na kon to ga smo erit ro ci te 
ana li zi ra li na pro toč nom ci to met ru mje re ći pa ra met re ko-
ji su mje ra mor fo loš kih zna čaj ka erit ro ci ta, pa ta ko i mo gu-
ći po ka za te lji pod ri jet la erit ro ci ta.
Materijali i me to de
Is pi ta ni ci i uzor ci
Is pi ti va njem su obuh va će ne dvi je sku pi ne bo les ni ka s he-
ma tu ri jom ko ji su bo ra vi li na Za vo du za nefro lo gi ju i hi-
per ten zi ju Kli ni ke za unu tar nje bo les ti KBC Zag reb, te na 
Kli ni ci za uro lo gi ju KBC Zag reb (tab li ca 1.). Sku pi na 1 se 
sas to ja la od 31 bo les ni ka (20 muš ka ra ca i 11 že na) ko ji ma 
je biop si jom bub re ga do ka za na glo me ru lar na bo le st (in-
ten zi tet he matu ri je u se di men tu mok ra će: 11 bo les ni ka s 
< 5 erit ro ci ta po vid nom po lju (ve li ko po ve ća nje 400×), 11 
bo les ni ka s 5-15 erit ro ci ta po vid nom po lju, 9 bo les ni ka s 
> 15 erit ro ci ta po vid nom po lju). Sku pi na 2 se sas to ja la od 
31 bo les ni ka (15 muš ka ra ca i 16 že na) s di jag nos ti ci ra nim 
uro loš kim bo les ti ma (in ten zi tet he ma tu ri je u se di men tu 
mok ra će: 8 bo les ni ka s < 5 erit ro ci ta po vid nom po lju, 11 
In tro duc tion
Asympto ma tic mic ro he ma tu ria is a com mon W n di ng in 
ge ne ral po pu la tion. The pre va len ce va ries from 0.19% to 
16.1% in adul ts, de pen di ng on the age and sex of the po-
pu la tion scree ned, the len gth of fol low-up, and the num-
ber of scree ni ng stu dies per pa tie nt, whi le it amoun ts 
up to 21% in el der ly men who are at an in crea sed ri sk of 
se ve re uro lo gic di sea ses (1). Mic ros co pic he ma tu ria may 
be a si gn of a se rious un der lyi ng di sea se, as we ll as of 
some be ni gn con di tio ns not har mful to the pa tie nt (2,3). 
As tu mo rs of the kid ney, uri na ry blad der or pros ta te are 
fou nd in 10%-15% of in di vi dua ls ag ec ted by he ma tu ria, 
it shou ld be con si de red as a symptom of se rious di sea se 
un til pro ven ot he rwi se. Mic ro he ma tu ria cou ld be glo me-
ru lar or no n-glo me ru lar. Glo me ru lar erythro cytes are cha-
rac te ri zed by a wi de ran ge of mor pho lo gi cal al te ra tio ns 
(dysmor phic erythro cytes) and are smal ler than tho se 
from the lower uri na ry tra ct, whi ch main tain their re gu lar 
rou nd sha pe (iso mor phic erythro cytes). On ce de tec ted, 
he ma tu ria shou ld be con W r med on one or two oc ca sio ns 
du ri ng a sho rt pe riod, and its ori gin shou ld be de ter mi-
ned (4-7).
The mor pho lo gy of erythro cytes in uri ne has pre vious ly 
been in ves ti ga ted by brig ht-W e ld mic ros co py and pha se 
con tra st mic ros co py. Au to ma ted met ho ds (uri na ry \ ow 
cyto met ry and MCV mea su re me nt on blood ce ll ana-
lyze rs) pro vi de mo re ob jec ti ve re sul ts, but are li mi ted 
by dis tur bi ng sig na ls from ot her cel ls and no n-cel lu lar 
ele men ts pre se nt in the uri ne (uri na ry deb ris). In order to 
avoid this in ter fe ren ce, we stai ned the erythro cytes wi th 
phycoe rythri n-co nju ga ted an ti bo dy again st glycop ho rin 
A (GlyA), a mo le cu le fou nd on the erythro cyte ce ll mem-
bra ne. Af ter stai ni ng we ana lyzed mor pho lo gi cal cha rac-
te ris ti cs of erythro cytes by \ ow cyto met ry in or der to 
dig e ren tia te the ori gin of he ma tu ria.
Ma te ria ls and met ho ds
Pa tien ts and sam ples
Two grou ps of pa tien ts we re in ves ti ga ted in this stu dy. 
They we re ad mit ted eit her at the Di vi sion of Nep hro lo gy 
and Hyper ten sion, Uni ver si ty De par tme nt of In ter nal Me-
di ci ne, or at Uni ver si ty Depar tme nt of Uro lo gy, Zag reb 
Uni ver si ty Hos pi tal Cen ter (Tab le 1). Group 1 com pri sed 
31 pa tien ts (20 ma les and 11 fe ma les) wi th biop sy-pro ven 
glo me ru lar di sea se (in ten si ty of he ma tu ria in uri na ry se di-
me nt: 11 pa tien ts wi th < 5 erythro cytes per hi gh power 
W e ld (HPF, mag ni W  ca tion 400×), 11 pa tien ts wi th 5-15 
erythro cytes/HPF and 9 pa tien ts wi th > 15 erythro cytes/
HPF). Group 2 con sis ted of 31 pa tien ts (15 ma les and 16 
fe ma les) wi th diag no sed uro lo gic di sea se (in ten si ty of he-
ma tu ria in uri na ry se di me nt: 8 pa tien ts wi th < 5 erythro-
cytes/HPF, 11 pa tien ts wi th 5-15 erythro cytes /HPF and 
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bo les ni ka s 5-15 erit ro ci ta po vid nom po lju, 12 bo les ni ka 
s > 15 erit ro ci ta po vid nom po lju), kod ko jih ni je nap rav lje-
na biop si ja bub re ga.
Svim is pi ta ni ci ma su uze ti uzor ci dru ge ju tar nje mok ra će 
ko ji su ana li zi ra ni unu tar jed nog sa ta. Za bo les ni ke iz sku-
pi ne 1 uzor ci su uzi ma ni pri je biop si je.
Is tra ži va nje je odob ri lo bol nič ko etič ko pov je ren stvo.
Priprema uzo ra ka
Za ana lizu su uze ta dva alik vo ta od po 10 mL mok ra će 
i cen tri fu gi ra na 10 min na 2500 okr/min. Su per na tan ti 
su od li ve ni, te su se di men ti dva pu ta is pra ni s 5 mL fos-
fat nog pu fe ra pH 7,0 i sva ki pu ta po nov no cen tri fu gi ra ni 
pod is tim uv je ti ma. Na kon cen tri fu gi ra nja je u jednu ep ru-
ve tu do da no 10 µL an ti ti je la na Gly A iz rav no ve za nog na 
\ uo res cen tnu bo ju W  koe rit rin (RPE-Co nju ga ted Mo noc lo-
nal Mou se An ti-Hu man Glycop ho rin A, Da ko A/S Den ma-
rk) (100 mg/L), a u dru gu ep ru ve tu ko ja je pred stav lja la 
ne ga tiv nu kon tro lu do da no je 10 µL miš jeg IgG1 iz rav no 
ve za nog na \ uo res cen tnu bo ju W  koe rit rin (RPE-Co nju ga-
ted Mou se IgG1 Ne ga ti ve Con trol for Flow Cyto met ry, Da-
ko A/S Den ma rk) (100 mg/L). Na kon in ku ba ci je od 10 min 
na sob noj tem pe ra tu ri po nov ljen je pos tu pak is pi ra nja s 3 
mL fos fatnog pu fe ra pH 7,0, cen tri fu gi ra nja pod is tim uv je-
ti ma, te od li je va nja su per na tan ta. Ko nač no su sta ni ce re-
sus pen di ra ne u 500 µL fos fat nog pu fe ra pH 7,0.
Ana li za tor i me to da
Pred hod no prip rem lje ni uzor ci mok ra će ana li zi ra ni su na 
pro toč nom ci to met ru FAC Scan u prog ra mu Cel lque stTM 
12 pa tien ts wi th > 15 erythro cytes/HPF). Kid ney biop sy 
was not per for med in any group 2 pa tie nt.
Se co nd mor ni ng uri ne sam ples we re col lec ted from all 
pa tien ts, tran spor ted to the la bo ra to ry and pro ces sed 
wit hin an hour. In group 1 pa tien ts, uri ne sam ples we re 
ob tai ned be fo re biop sy.
The stu dy was ap pro ved by the Hos pi tal Et hi cs Com mit-
tee.
Pre pa ra tion of sam ples
For ana lysis, 2x10 mL of ea ch uri ne sam ple we re cen tri fu-
ged for 10 mi nu tes at 2500 rpm, the su per na tan ts we re 
de can ted and se di men ts rin sed twi ce wi th 5 mL of phos-
pha te bug er pH 7.0. Af ter cen tri fu ga tion, 10 µL of phycoe-
rythri n-co nju ga ted an ti bo dy again st glycop ho rin A (RPE-
Conjugated Mo noc lo nal Mou se An ti-Hu man Glycop ho-
rin A, Da ko A/S Den ma rk) (100 mg/L) we re ad ded in to the 
W r st te st tu be, and 10 µL of phycoe rythri n-co nju ga ted 
mu ri ne IgG1 an ti bo dy (RPE-Co nju ga ted Mou se IgG1 Ne ga-
ti ve Con trol for Flow Cyto met ry, Da ko A/S Den ma rk) (100 
mg/L) to the se co nd te st tu be for ne ga ti ve con trol. Bo th 
te st tubes we re in cu ba ted for 10 mi nu tes at room tem pe-
ra tu re, rin sed wi th 3 mL of phos pha te bug er pH 7.0 and 
cen tri fu ged. Fi nal ly, the se di men ts we re re sus pen ded in 
500 mL of phos pha te bug er pH 7.0.
In stru men ts and met ho ds
Pre pa red sam ples we re ana lyzed on a FAC Scan \ ow cyto-
me ter usi ng Cel lque stTM prog ram (Bec ton Dic kin son, San 
Jo se, USA), wi th ar gon la ser as lig ht sour ce of 488 nm wa-
N
Group 1 (glo me ru lar di sea ses)
Prog res si ve glo me ru lo nep hri tis 4
Focal glo me ru lar scle ro sis 8
IgA nep hro pat hy 3
Membranoproliferative glo me ru lo nep hri tis 9
Vasculitis 2
Membrane glo me ru lo nep hri tis 2
Systemic lu pus nep hri tis 3
Group 2 (uro lo gic di sea ses)
Cysti tis 6
Renal sto nes 5
Prostatitis 2
Prostatic ade no ma 3
Renal tu mor 1
Urinary blad der tu mor 2
Renal sur gi cal pro ce du re 6
Catheter use 6
TAB LI CA 1. Zna čaj ke is pi ti va nih bo les ni ka TAB LE 1. Stu dy pa tien ts cha rac te ris ti cs
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(Becton Dic kin son, San Jo se, SAD), uz ar gonski la ser kao 
iz vor svjet los ti val ne du lji ne 488.
Od ukup nog bro ja od 10.000 sta ni ca iz dvo je ni su erit ro ci ti 
kao sta ni ce s po zi tiv nom \ uo res cen ci jom, te su im iz mje-
re ni sli je de ći pa ra met ri: rasap svjet los ti u smje ru ulaz ne 
zra ke (en gl. fo rwa rd scat ter, FSC) i ra sap svjet los ti oko mit 
na smjer ulaz ne zra ke (en gl. si de scat ter, SSC). In stru me nt 
je au to mat ski ra ču nao sred nji FSC i SSC za sva ki uzo rak. 
FSC je pa ra me tar pro por cio na lan ve li či ni sta ni ce, a SSC je 
kao pa ra me tar ovi san o stup nju gra nu li ra nos ti, tj. slo že-
nos ti unu tar nje struk tu re sta ni ce ili slo že nos ti jez gre sta ni-
ce, bio mje ra ob li ka erit ro ci ta, bu du ći da je erit ro cit sta ni-
ca bez jez gre. Na kra ju je iz ra ču nat i om jer SSC/FSC ka ko 
bi se iz bje gao ut je caj ve li či ne erit ro ci ta na ob lik.
Sta tis tič ka ana li za
Za sta tis tič ku ob ra du po da ta ka pri mi je njen je sta tis tič ki 
prog ram Grap hPad Pri sm 5 (Grap hPad Sof twa re, Inc., USA) 
ver zi ja 5.01. Za is pi ti va nje nor mal nos ti ras pod je le po da ta-
ka pri mi je njen je Kol mo go ro v-Smir nov ljev te st. Po da ci ko-
ji sli je de nor mal nu ras pod je lu pri ka za ni su arit me tič kom 
sre di nom i stan dar dnom de vi ja ci jom, a po da ci s asi met-
rič nom ras pod je lom pri ka za ni su me di ja nom i in ter kvar-
til nim ras po nom. Sta tis tič ka zna čaj no st raz li ke me đu sku-
pi na ma is pi ta na je po mo ću Ma nn-Whit ney tes ta. Kri te rij 
za sta tis tič ku zna čaj no st bio je P < 0,05. ROC ana li za (en gl. 
Re cei ver Ope ra ti ng Cha rac te ris tic) je upot ri jeb lje na za proc-
je nu di jag nos tič kih mo guć nos ti mje re nih pa ra me ta ra.
Rezultati
Re zul ta ti mje renja FSC i SSC na pro toč nom ci to met ru, kao 
i om je ra SSC/FSC pri ka za ni su u tab li ci 2. Na đe na je sta-
tis tič ki zna čaj na raz li ka za sva tri pa ra met ra iz me đu dvi ju 
sku pi na bo les ni ka.
Re zul ta ti ROC ana li ze pri ka za ni su u tab li ci 3. Za sva tri pa-
ra met ra pri ka za ne su do bi ve ne pov r ši ne is pod kri vu lje 
(en gl. area un der the cur ve, AUC) s pri pa da ju ćim 95%-tnim 
in ter va li ma pouz da nos ti, op ti mal ne gra nič ne vri jed nos ti, 
te vri jed nos ti za di jag nos tič ku os jet lji vo st i spe ci W č no st. 
Do bi ve na je sta tis tič ki zna čaj na raz li ka iz me đu do bi ve nih 
AUC za FSC i SSC (P = 0,013), te za om jer SSC/FSC i SSC (P 
ve len gth. Fir stly, erythro cytes we re se lec ted as \ uo res-
ce nt po si ti ve cel ls on cytog ram, in a to tal of 10,000 cel ls. 
Then, two \ ow cyto met ric pa ra me te rs we re mea su red: 
fo rwa rd scat ter lig ht in ten si ty (FSC) and si de scat ter lig ht 
in ten si ty (SSC). Mean FSC and SSC va lues we re au to ma ti-
cal ly cal cu la ted by the in stru me nt for ea ch sam ple. It is 
ge ne ral ly thoug ht that FSC and SSC are pro por tio nal to 
ce ll si ze and po lymor phi sm of nuc leus, res pec ti ve ly. We 
used FSC as a mea su re of erythro cyte size and SSC as 
an in di ca tor of ce ll sur fa ce une ven ne ss be cau se erythro-
cytes had lo st their nuc lei. Al so, the SSC/FSC ra tio was cal-
cu la ted to eli mi na te the in \ uen ce of ce ll si ze on the SSC 
pa ra me ter.
Sta tis ti cal ana lysis
Sta tis ti cal ana lysis was per for med by usi ng Grap hPad Pri-
sm 5 sta tis ti cal prog ram (Grap hPad Sof twa re, Inc., USA) 
ver sion 5.01. Va riab les we re tes ted for nor ma li ty usi ng 
the Kol mo go ro v-Smir nov te st. Pa ra met ric da ta we re 
expres sed as arit hme tic mean and stan da rd de via tion, 
whe reas non pa ra met ric da ta we re expres sed as me dian 
and in te rquar ti le ran ge. Ma nn-Whit ney te st was used for 
betwee n-group dig e ren ce tes ti ng. Va lues of P < 0.05 we-
re con si de red sta tis ti cal ly sig ni W  ca nt. The Re cei ver Ope-
ra ti ng Cha rac te ris tic (ROC) ana lysis was used to il lus tra te 
diag nos tic per for man ce of the stu dy met hod pa ra me te-
rs.
Results
The re sul ts ob tai ned for FSC, SSC and SSC/FSC ra tio are 
shown in Tab le 2. We fou nd a sta tis ti cal ly sig ni W  ca nt dif-
fe ren ce in all pa ra me te rs be tween the two grou ps of pa-
tien ts.
The re sul ts of ROC ana lysis are shown in Tab le 3. The ar-
eas un der the cur ve (AUC) ob tai ned wi th the res pec ti ve 
95% con W  den ce in ter va ls as we ll as opti mal cu t-o g  va-
lues and diag nos tic sen si ti vi ties and spe ci W  ci ties are pre-
sen ted for all three pa ra me te rs. A sta tis ti cal ly sig ni W  ca nt 
dig e ren ce be tween the AUC ob tai ned was fou nd for FSC 
and SSC (P = 0.013), and for SSC/FSC ra tio and SSC (P < 







FSC 29.0 (26.0-37.0)* 81.8±42.0§ < 0.001
SSC 104.0 (87.0-125.0)* 70.5 (43.0-110.0)* 0.016
SSC/FSC 3.72 (3.04-4.12)* 0.89 (0.69-1.90)* < 0.001
FSC - fo rwa rd scat te red lig ht; SSC - si de scat te red lig ht; * Me dian (in te rquar ti le ran ge); § Mean ± SD
TAB LI CA 2. Re zulta ti ana li ze na pro toč nom ci to met ru TAB LE 2. Re sul ts of \ ow cyto met ric ana lysis
Biochemia Medica 2008;18(2):206–15
210
Miloš M. i sur. Flow cyto met ric uri ne ana lysis
Miloš M. et al. Ci to met rij sko raz li ko va nje pod ri jet la he ma tu ri je
< 0,001), dok raz li ka iz me đu do bi ve nih AUC za FSC i om jer 
SSC/FSC ni je bi la sta tis tič ki zna čaj na. Na sli ci 1. pri ka za ne 
su ROC kri vu lje za FSC, SSC i om jer SSC/FSC, s gra nič nim 
vri jed nosti ma za glo me ru lar nu he ma tu ri ju.
Zna ko vi ti re zul ta ti ana li ze mok ra će pro toč nom ci to met ri-
jom kod bo les ni ka s glo me ru lar nom i neg lo me ru lar nom 
he ma tu ri jom pri ka za ni su na sli ci 2. Za bo les ni ka s glo me-
ru lar nom he ma tu ri jom do bi ve ne su sli je de će vri jed nos ti: 
FSC = 31,2; SSC = 110,4; SSC/FSC = 3,54; a za bo les ni ka s 
neg lo me ru lar nom he ma tu ri jom FSC = 65,8; SSC = 36,5; 
SSC/FSC = 0,54.
Na sli ci 3. pri ka zan je prim jer ana li ze dva ju uzo ra ka mok-
ra će od is tog bo les ni ka uze tih pri je i ne pos red no pos li je 
biop si je bub re ga. Ra di lo se o bo les ni ku iz sku pi ne 1 s do-
ka za nom bo les ti glo me ru la. U uzor ku mok ra će uze tom 
pri je biop si je do bi ve ne su sli je de će vri jed nos ti: FSC = 
40,7; SSC = 99,9; SSC/FSC = 2,45; a u uzor ku mok ra će uze-
tom ne pos red no na kon biop si je FSC = 78,2; SSC = 69,4; 
SSC/FSC = 0,89.
Ras pra va
Pouz da no ot kri va nje pod ri jet la he ma tu ri je ima ve li ko kli-
nič ko zna če nje. Mik ros kop ske teh ni ke su jef ti ne, ali kom-
pli ci ra ne, ne rep ro du ci bil ne i sub jek tiv ne (1,8-15). Ob jek tiv-
ni je, au to ma ti zi ra ne me to de (pro toč ni ci to met ri za ana li-
zu mok ra će, mje re nje MCV na he ma to loš kim ana li za to ri-
ma) su og ra ni če ne in ter fe ren ci jom tzv. uri nar nog deb ria 
(16-25).
U ovom smo ra du is pi ta li me to du ana li ze mok ra će pro toč-
nom ci to met ri jom kao me to dom za raz li ko va nje pod ri jet-
la he ma tu ri je, uz pred hod no bo ja nje erit ro ci ta \ uo res cen-
tnim an ti ti je li ma na GlyA, či me je iz bjeg nu ta in ter fe ren ci-
ja uri nar nog deb ria. Na kon iz dva ja nja erit ro ci ta mje re ni 
SSC/FSC ra tio was not sta tis ti cal ly sig ni W  ca nt. ROC cur ves 
for FSC, SSC and SSC/FSC ra tio are shown in Fi gu re 1, wi th 
cu t-o g  va lues for glo me ru lar he ma tu ria.
Typi cal pat ter ns of \ ow cyto met ry uri ne tes ti ng in pa tien-
ts wi th glo me ru lar and no n-glo me ru lar he ma tu ria are 
shown in Fi gu re 2. The va lues ob tai ned for pa tie nt wi th 
glo me ru lar he ma tu ria we re as fol lows: FSC = 31.2; SSC = 
110.4; and SSC/FSC = 3.54; and for pa tie nt wi th no n-glo-
me ru lar he ma tu ria FSC = 65.8; SSC = 36.5; and SSC/FSC 
= 0.54.
An exam ple of \ ow cyto met ry uri ne ana lysis of two sam-
ples from the sa me pa tie nt ob tai ned prior and fol lowi ng 
biop sy is shown in Fi gu re 3. The pa tie nt was from group 
1, wi th biop sy pro ven glo me ru lar kid ney di sea se. The va-
lues obtai ned in the W r st sam ple we re as fol lows: FSC = 
40.7; SSC = 99.9; and SSC/FSC = 2.45, and in the se co nd 
sam ple FSC = 78.2; SSC = 69.4; and SSC/FSC = 0.89.
Dis cus sion
Re liab le de ter mi na tion of the ori gin of he ma tu ria is of 
great cli ni cal im por tan ce. Al thou gh mic ros co pic tec-
hniques are co st-eg ec ti ve, they are ti me-con su mi ng and 
as so cia ted wi th in te r-ob ser ver va ria tio ns (1,8-15). Al thou-
gh mo re ob jec ti ve re sul ts ha ve been ob tai ned wi th the 
intro duc tion of au to ma ted met ho ds (uri na ry \ ow cyto-
met ry and MCV mea su re me nt on blood ce ll ana lyze rs), 
iden ti W  ca tion of erythro cytes on ly by si ze lea ds to the in-
ter fe ren ce of uri na ry deb ris (16-25).
In the pre se nt stu dy, we stai ned erythro cytes prior to 
\ ow cyto met ry ana lysis wi th phycoe rythri n-co nju ga ted 
an ti bo dy again st Gly A, a glycop ro tein on erythro cyte 
mem bra ne spe ci W c for erythroid ce ll li ne, and then ana-
lyzed mor pho lo gi cal cha rac te ris ti cs of erythro cytes by 
SLI KA 1. ROC kri vu lje za raz li ko va nje pod ri jet la he ma tu ri je po mo ću vri-
jed nos ti FSC, SSC i om je ra SSC/FSC
FI GU RE 1. ROC cur ves for dis cri mi na tion of the ori gin of he ma tu ria by 
\ ow cyto met ry met hod ac cor di ng to FSC, SSC and SSC/FSC ra tio.
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su pa ra met ri ko ji su po ka za te lji mor fo loš kih zna čaj ka 
erit ro ci ta u mok ra ći: FSC kao po ka za telj ve li či ne erit ro ci ta 
i SSC kao po ka za telj slo že nos ti ob li ka erit ro ci ta. Ta ko đer 
se iz ra ču nao om jer SSC/FSC kao mo gu ći bo lji po ka za telj 
mor fo loš kih zna čaj ka erit ro ci ta. Me to da ni je do sad opi sa-
na u li te ra tu ri. Ta na ka i sur. su opi sa li me to du obi lje ža va-
nja erit ro ci ta \ uo res cen tnim anti he mog lo bin skim an ti ti-
je li ma (26). Kao što je poz na to, he mog lo bin je smješ ten 
unu tar sta nič no, pa je za obi lje ža va nje bi la pot reb na pred-
hod na per mea bi li za ci ja sta nič ne mem bra ne erit ro ci ta, 
što kod an ti ti je la na Gly A ni je slu čaj, jer je Gly A smješ ten 
na pov r ši ni sta ni ce erit ro ci ta.
Mje re njem pa ra me ta ra FSC i SSC te iz ra ču na va njem om je-
ra SSC/FSC do bi ve ne su sta tis tič ki zna čaj ne raz li ke u re zul-
ta ti ma iz me đu sku pi ne bo les ni ka s glo me ru lar nom i neg-
lo me ru lar nom he ma tu ri jom (tab li ca 2.).
ROC ana li za je po ka zala mo guć no st pouz da nog raz li ko-
va nja iz me đu dvi ju sku pi na bo les ni ka mje re njem pa ra me-
ta ra pro toč ne ci to met ri je, oso bi to FSC i om je ra SSC/FSC 
(tab li ca 3., sli ka 1.). Prim je ri ce, pre ma om je ru SSC/FSC, 
od 31 bo les ni ka iz sku pi ne 1 glo me ru lar na he ma tu ri ja je 
pot vr đe na kod njih 26 (os jet lji vo st 83,9%), dok su kod 5 
is pi ta ni ka do bi ve ni re zul ta ti uka zi va li na neg lo me ru lar nu 
he ma tu ri ju (16,1% laž no ne ga tiv nih re zul ta ta). Kod 3 od 5 
is pi ta ni ka na đe na je he ma tu ri ja nis kog in ten zi te ta (1+ na 
te st tra ci, < 5 erit ro ci ta po vid nom po lju uz ve li ko po ve-
ća nje u se di men tu mok ra će), što bi mog lo bi ti raz lo gom 
za laž no ne ga tiv ne re zul ta te. Laž no po zi tiv ni re zul ta ti glo-
me ru lar ne he ma tu ri je do bi ve ni su kod 3 is pi ta ni ka (9,7%) 
iz sku pi ne 2 (spe ci W č no st 90,3%). Kod 2 is pi ta ni ka je po ka-
za na vi so ka os mo lal no st mok ra će (626 i 951 mOs mol/kg), 
što je mo gu ći uz rok prom je ne u ob li ku erit ro ci ta, pa ta ko 
i laž no po zi tiv nog re zul ta ta za glo me ru lar nu he ma tu ri ju.
Kod glo me ru lar ne he ma tu ri je za pa že ne su pros ječ no ni-
že vri jed nos ti FSC i vi še vri jed nos ti SSC u od no su na neg-
lo me ru lar nu he ma tu ri ju. Ta ko đer su do bi ve ne vi še vri jed-
nos ti om je ra SSC/FSC kod glo me ru lar ne he ma tu ri je. Ovak-
vi su re zul ta ti pot vr di li pret pos tav ke o „glo me ru lar ni m“ 
erit ro ci ti ma ko ji su ma nji po ve li či ni, ali ima ju nep ra vil ne 
mea su ri ng FSC and SSC as in di ca to rs of erythro cyte si ze 
and sha pe, res pec ti ve ly. Al so, the SSC/FSC ra tio was cal cu-
la ted. To our knowled ge, this met hod has not been pre-
vious ly re por ted in the lite ra tu re. The met hod of erythro-
cyte la be li ng wi th \ uo res cei n-la be led an ti he mog lo bin 
an ti bo dies has been re por ted by Ta na ka et al. (26). As it 
is we ll known, he mog lo bin is a mo le cu le lo ca li zed in si de 
the ce ll, and pre vious ce ll mem bra ne per mea bi li za tion is 
ne ces sa ry for erythro cyte la be li ng. This was not the ca se 
wi th an ti bo dies again st Gly A be cau se Gly A is a mo le cu-
le fou nd on the erythroid ce ll mem bra ne.
We fou nd sta tis ti cal ly sig ni W  ca nt dig e ren ces in FSC, SSC 
and SSC/FSC ra tio va lues be tween pa tien ts wi th glo me ru-
lar and uro lo gic sour ce of blee di ng (Tab le 2).
The ROC cur ve ana lysis re vea led good dis cri mi na tion be-
tween the two grou ps of pa tien ts ac cor di ng to the mea-
su red pa ra me te rs, FSC and SSC/FSC ra tio in par ti cu lar 
(Tab le 3, Fi gu re 1). Ba sed on the SSC/FSC ra tio, glo me ru-
lar he ma tu ria was con W r med in 26 of 31 group 1 pa tien ts 
(sen si ti vi ty 83.9%), whi le in 5 pa tien ts (16.1% fal se ne ga ti-
ve re sul ts) no n-glo me ru lar he ma tu ria was fou nd. Amo ng 
the se 5 sam ples, low in ten si ty he ma tu ria was ob ser ved 
in 3 sam ples (1+ or le ss by dip sti ck tes ti ng, < 5 erythro-
cytes/HPF in uri ne se di me nt ana lysis). Fal se po si ti ve re-
sul ts of glo me ru lar he ma tu ria we re ob tai ned in 3 (9.7%) 
group 2 pa tien ts (speciW city 90.3%). Two of them had 
hi gh uri ne os mo la li ty va lues (626 and 951 mOs mol/kg), 
whi ch was the mo st li ke ly cau se of chan ge in erythro cyte 
sha pe and of the fal se po si ti ve re su lt.
As expec ted, we ob ser ved lower FSC and hig her SSC va-
lues for glo me ru lar he ma tu ria, as com pa red wi th no n-
glo me ru lar he ma tu ria (Fi gu re 2). Al so, the SSC/FSC ra tios 
we re sig ni W  can tly hig her in glo me ru lar he ma tu ria. The-
se re sul ts con W r med the cha rac te ris ti cs of “glo me ru la r” 
erythro cytes that are sma ll but of ir re gu lar sha pe, un li-
ke “no n-glo me ru la r” erythro cytes whi ch are lar ger and 
smoo th-sha ped. In the FSCxSSC scat ter plot (Fig. 2) of a 
pa tie nt wi th glo me ru lar he ma tu ria (A), a lar ge pro mi ne-
nt ce ll po pu la tion was evi de nt with re la ti ve ly low FSC va-









Optimal cu t-o g  va lue 49 73 2.42
Sen si ti vi ty (%) 90.3 83.9 83.9
SpeciW city (%) 83.9 61.3 90.3
FSC - fo rwa rd scat te red lig ht; SSC - si de scat te red lig ht; AUC - area un der the cur ve; * sta tis ti cal ly sig ni W  ca nt dig e ren-
ce be tween AUC ac cor di ng to FSC and SSC (P = 0.013); § sta tis ti cal ly sig ni W  ca nt dig e ren ce be tween AUC ac cor di ng to 
SSC/FSC and SSC (P < 0.001)
TAB LI CA 3. Re zul ta ti ROC ana li ze TABLE 3. Re sul ts of ROC ana lysis
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ob li ke, za raz li ku od „neg lo me ru lar ni h“ erit ro ci ta ko ji su 
ve ći i ima ju pra vi lan ob lik. Na sli ci 2. u dvo pa ra met rij skom 
pri ka zu FSC×SSC kod bo les ni ka s glo me ru lar nom he ma tu-
ri jom (A) jas no se vi di sta nič na po pu la ci ja s re la tiv no nis-
kim vri jed nos ti ma FSC i ši ro kom dis tri bu ci jom po or di na ti 
ko ja pred stav lja vri jed nos ti SSC. Kod bo les ni ka s neg lo me-
SLI KA 2. Ti pi čan na laz ana li ze mok ra će na pro toč nom ci to met ru kod 
bo les ni ka s glo me ru lar nom i neg lo me ru lar nom he ma tu ri jom: FSCxSSC 
(A), ras pod je la erit ro ci ta pre ma FSC (B) i SSC (C).
FIGURE 2. The typi cal pat ter ns of \ ow cyto met ry urin ana lysis in pa-
tien ts wi th glo me ru lar and no n-glo me ru lar he ma tu ria: FSCxSSC scat-
ter plo ts (A), dis tri bu tion of erythro cytes ac cor di ng to FSC (B) and SSC 
(C).
lues but wi th broad dis tri bu tion of SSC va lues. In no n-glo-
me ru lar he ma tu ria, howewer, a ce ll po pu la tion cou ld be 
ob ser ved who se SSC dis tri bu tion was not so broad, but 
FSC va lues we re re mar kab ly in crea sed.
An oc cur ren ce of a new ce ll po pu la tion fol lowi ng kid ney 
biop sy, as com pa red to pre-biop sy W n di ng, was ob ser ved 
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ru lar nom he ma tu ri jom, me đu tim, erit ro ci ti su u pri ka zu 
FSC×SSC smješ te ni pot pu no druk či je, s nis kim vri jed nos ti-
ma SSC i vi šim vri jed nos ti ma FSC.
U prim je ru na sli ci 3A. vi di se jas no po ja va no ve po pu la ci-
je erit ro ci ta u uzor ku is tog bo les ni ka uze tom na kon biop-
si je bub re ga u us po red bi s uzor kom uze tim pri je biop si je. 
Zbog to ga su i do bi ve ni re zul ta ti mje re nja bi li pot pu no 
raz li či ti pri je i pos li je biop si je, što bi mog lo do ves ti do 
in pa tien ts un der goi ng this diag nos tic pro ce du re (Fi gu-
re 3A). This new ce ll po pu la tion ga ve ri se to a chan ge in 
FSC, SSC and SSC/FSC va lues, and cou ld lead to mi sin ter-
pre ta tion of the type of he ma tu ria. Howe ver, the pa tie nt 
was ag ec ted by glo me ru lar di sea se, and a non glo me ru-
lar erythro cyte po pu la tion oc cur red in his uri ne sam ple 
due to the inva si ve diag nos tic pro ce du re, pre sen ti ng as 
mixed he ma tu ria. Flow cyto met ry ana lysis prog ram al-
SLIKA 3. Prim jer na la za mok ra će na pro toč nom ci to met ru kod is tog 
bo les ni ka pri je i na kon biop si je bub re ga: FSCxSSC (A), ras pod je la erit ro-
ci ta pre ma FSC (B) i SSC (C).
FI GU RE 3 Flow cyto met ry ana lysis of two sam ples from the sa me pa-
tie nt ob tai ned prior and fol lowi ng kid ney biop sy: FSCxSSC scat ter plo-
ts (A), dis tri bu tion of erythro cytes ac cor di ng to FSC (B) and SSC (C).
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pog reš ne in ter pre ta ci je da se ra di o neg lo me ru lar noj he-
ma tu ri ji. Ra di se, me đu tim, o bo les ni ku s glo me ru lar nom 
bo leš ću kod ko jeg se zbog in va ziv nog di jag nos tič kog 
pos tup ka po ja vi la po pu la ci ja neg lo me ru lar nih erit ro ci ta 
u mok ra ći, što je pro laz na po ja va i pred stav lja mi je ša nu 
he ma tu ri ju. Prog ram za ana li zu na pro toč nom ci to met ru 
omo gu ća va uo ča va nje ovak vih slu ča je va, ali i za seb nu 
ana li zu i pra će nje dvi ju po pu la ci je erit ro ci ta kod mi je ša ne 
he ma tu ri je.
Prema po ka za nim re zul ta ti ma, opi sa na me to da na pro-
toč nom ci to met ru omo gu ća va pouz da no raz li ko va nje 
pod ri jet la erit ro ci ta u mok ra ći. Bi lo bi, me đu tim, ko ris no 
pot vr di ti do bi ve ne re zul ta te na ve ćem bro ju is pi ta ni ka, 
kao i is pi ta ti os jet lji vo st me to de kod bla ge he ma tu ri je, tj. 
ma log bro ja erit ro ci ta u mok ra ći. Og ra ni če nje ovo ga is pi ti-
va nja sva ka ko je či nje ni ca da is pi ta ni ci iz sku pi ne 2 ni su bi-
li podvr gnu ti biop si ji bub re ga, pa mo gu ća glo me ru lar na 
bo le st kod njih ni je bi la is klju če na. Kao i kod os ta lih me to-
da za raz li ko va nje pod ri jet la he ma tu ri je pot reb no je ana-
li zu pro ves ti u krat kom raz dob lju na kon uzor ko va nja, po-
go to vu kod iz ra zi to kon cen tri ra nih ili raz ri je đe nih uzo ra ka 
mok ra će. Opi sa na me to da je ob jek tiv na i jed nos tav na, te 
je prim je nji va u sva kod nev nom ru tin skom ra du la bo ra to ri-
ja. Kli ni ča ri ma da je mo guć no st br žeg us mje ra va nja bo les-
ni ka pre ma nef ro loš koj od nos no uro loš koj prob le ma ti ci, 
kao i iz bje ga va nje sku pih i in va ziv nih di jag nos tič kih pos-
tu pa ka ko ji se pro vo de ka ko bi se ot krio uz rok he ma tu ri je. 
La bo ra to rij skim pak struč nja ci ma pred stav lja mo guć no st 
no ve prim je ne pro toč ne ci to met ri je, i to u pod ruč ju uro lo-
gi je i nef ro lo gi je.
Zahvala
Neiz mjer no smo zah val ni pre mi nu loj ko le gi ci dr. sci. Bran-
ki Užarević za nje zin dop ri nos ovom ra du, ko ris nim sav je ti-
ma i po mo ći na pod ruč ju pro toč ne ci to met ri je.
lows for de tec tion of su ch ca ses and al so se pa ra te ana-
lysis and fol low-up of two erythro cyte po pu la tio ns in 
mixed he ma tu ria.
Ac cor di ng to our re sul ts, the met hod des cri bed that iden-
ti W es on ly erythro cyte from uri ne by stai ni ng wi th phycoe-
rythri n-co nju ga ted an ti bo dy again st Gly A enab les re liab-
le dig e ren tia tion of the ori gin of he ma tu ria. It wou ld, ne-
ver the le ss, be use ful to con W  rm the re sul ts ob tai ned in a 
lar ger num ber of sub jec ts, and to exa mi ne the met hod 
sen si ti vi ty for mi ld he ma tu ria. The li mi ta tion of the stu dy 
was the pos si bi li ty of con co mi ta nt glo me ru lar di sea se in 
group 2 pa tien ts, whi ch was not exclu ded by kid ney biop-
sy. Al so, as in ot her met ho ds used to dis tin gui sh the ori-
gin of he ma tu ria, the ana lysis shou ld be per for med shor-
tly after sam pli ng, par ti cu lar ly of hig hly con cen tra ted or 
di lu ted uri na ry sam ples.
The met hod des cri bed see ms to be ob jec ti ve, sim ple and 
ap pli cab le in rou ti ne la bo ra to ry prac ti ce. It pro vi des cli-
ni cia ns wi th the pos si bi li ty to ra pid ly di re ct pa tien ts to 
nep hro lo gic or uro lo gic exa mi na tion and thus to avoid 
expen si ve or in va si ve diag nos tic pro ce du res per for med 
to de te ct the cau se of he ma tu ria. To la bo ra to ry pro fes sio-
na ls, it is a new op por tu ni ty to use \ ow cyto met ry in the 
W el ds of uro lo gy and nep hro lo gy.
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